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 【背景】プラズモニックチップとは, 表面に光の波長オーダーの
周期構造を持つ金属薄膜で覆われた基板であり, この基板上に外
部から光を照射すると , 格子結合型表面プラズモン共鳴
(Grating-coupled Surface Plasmon Resonance : GC-SPR)が起こること
で, 基板表面に局在した増強電場が発生する。増強電場の生じた領
域内にある蛍光分子からは, 発光が増強されて観測されるため, 
我々のグループではGC-SPRと蛍光顕微鏡観察の組み合わせによる高感度蛍光イメージングに
取り組んできた1)。プラズモニックチップ上に形成する周期構造には, これまで1D(Line & Space)
構造や2D(Hole Array)構造が用いられてきたが, 本研究ではBull’s eye構造(図1)と呼ばれる同心円
状の周期構造を持つプラズモニックチップを使用した。GC-SPRでは, 格子ベクトルに対して平
行方向の波数ベクトルを持つ光が入射した場合に効率良く共鳴が起こるため, 顕微鏡下の対物
レンズによる多様な成分の光が基板に照射されると, Bull’s eye構造では照射光を1Dや2D構造よ
りも効率良くGC-SPRに利用できる2)。また, GC-SPRでは波長と周期構造のピッチの選択が重要
であり, 赤色の波長域にはピッチ480 nm, 緑色の波長域にはピッチ400 nmの周期構造を用いる
と, より大きな蛍光増強度が得られることがわかっている。本研究ではBull’s eye構造のプラズモ
ニックチップにおける増強蛍光の特性評価により得られた知見をもとに, Bull’s eyeチップ上で
の乳癌細胞の膜タンパク質の二色蛍光観察, そしてBull’s eye構造の改良による蛍光像の高感度
化の検討を行った。 
【実験】Bull’s eye構造のレプリカは, ナノインプリント法により作製した。rfスパッター法を用
いてレプリカに金属薄膜をTi, Ag, Ti, SiO₂の順に成膜した。膜厚はそれぞれ0.5 nm, 130±10 nm, 
0.5 nm, 20±5 nmであった。プラズモニックチップ表面は, 観察対象の試料に合わせてアミノ化, 
ビオチン化またはコラーゲンでコーティングした。プラズモニックチップ上における蛍光の観
察は, 正立落射蛍光顕微鏡を用いて行った。光源にはハロゲンランプまたは水銀ランプを , 
x10(NA : 0.30), x40(NA : 0.75)またはx100(NA : 0.95)の3種類の対物レンズとEM CCDカメラを用
いて蛍光を観察した。明視野像にはBFフィルターを, 蛍光像には蛍光色素の励起・発光波長に合
 図 2 乳癌細胞の BF(a), GFP(b)および Cy5(c)フィルターによ
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図 3 中心凹 1/2 周期(a)と中心凸 1/2 周期
(b)の Bull’s eye パターンにおける蛍光顕
微鏡像 
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わせてCy5フィルター(励起波長(Ex)：605-650 nm, 発光波長(Em)：670-715 nm), Cy3フィルター
(Ex：510-555 nm, Em：570-615 nm)またはGFPフィルター(Ex：460-480 nm, Em：495-540 nm)を使
用した。 
【結果と考察】乳癌細胞上に発現した2種類の膜タンパク質(EGFR, EpCAM)を励起・発光波長の
異なる2種類の蛍光標識(それぞれAlexa 488, APC)抗体で染色し, GFPおよびCy5フィルターによ
る二色蛍光観察をピッチ400 nmのBull’s eye上で行った。GFPフィルターによるEGFRの観察では, 
ガラス上でのAlexa 488-EGFRの蛍光強度に対して7±2倍明るい蛍光像が観測された(図2b)。一方, 
Cy5フィルターによるEpCAMの観察では, APC-EpCAMの蛍光増強度が9±2倍となり, EGFRの観
察と同様に明るい蛍光像が得
られた(図2c)。これにより, 同
一の乳癌細胞上で2種類の膜タ
ンパク質の分布を高感度に観
察することが可能となった3)。 
次に, Bull’s eyeパターンにお
ける蛍光強度の分布から , パ
ターン内の位置に依存した蛍光増強度を評価すると, Bull’s eyeの中心において特に大きな蛍光
増強度が得られた。そこで, 中心の凹凸およびその幅(ピッチの1周期または1/2周期分)が異なる4
種類のBull’s eyeパターンで蛍光強度の分布を比較したところ, 中心が凸の形状でピッチの1/2周
期分の幅を持つBull’s eyeパターンを用いた場合に, 同心円の中心において局在性が高く強度の
強い増強電場を生じることが分かった(図3)。中心凸1周期と中心凸1/2周期のBull’s eye上におけ
る増強電場のFDTDシミュレーションを行ったところ, この実験結果とよく一致した。また, Ag
プラズモニックチップではプラズモンの伝搬長
がAuの場合よりも長いため, Bull’s eyeパターン同
士を隣接させると, 隣り合うパターン同士で生み
出された電場増強が互いに強め合うことが確認
された。以上の結果から, Bull’s eyeの中心構造お
よびそのパターンの配置を変化させ, より大きな
蛍光増強度を生じるプラズモニックチップの設
計に関する知見を得ることができた。 
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